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緒言 
生理的な骨吸収は破骨細胞により行われており、骨形成を行う骨芽細胞とカップリング
機構を形成し、血清カルシウム・リンの恒常性維持や骨格の成長・維持に深く関与してい
る。破骨細胞と骨芽細胞のカップリング機構は多くの因子の関与が示されており 1, 2) 、最
も多く研究されているのが破骨細胞誘導因子（Receptor Activator of NF-B Ligand; RANKL）
を介した RANK-RANKL 系である。この系は、何らかの刺激により骨芽細胞から産生された
RANKLが破骨細胞やその前駆細胞に存在する受容体（RANK）と結合して破骨細胞の分化や機
能を促進させることが示されている。そして、骨粗鬆症 3) などの代謝性骨疾患だけでなく、
癌の骨浸潤、骨転移 4, 5) や巨細胞腫 6) でみられる腫瘍性の骨吸収や関節リウマチ 7, 8) に代
表される炎症性骨吸収でも RANK-RANKL系を介した骨吸収機序の関与が多数報告されている。
すなわち、すべての骨吸収性疾患に RANK－RANKLシグナルが関与すると考えられている 9) 。
また、RANKLを介した破骨細胞形成は決して骨芽細胞に限られるものではなく、関節リウマ
チでは関節滑膜線維芽細胞が 7, 8) 、腫瘍では腫瘍細胞 4-6) や間質線維芽細胞 10) など、歯周
組織の炎症性疾患ではリンパ球 11) などが RANKLの供給細胞となりうることが報告されてい
る。 
顎骨における RANK-RANKL系は、歯周疾患による歯槽骨吸収機序や抜歯窩の治癒機転、矯
正力による歯の移動で明らかにされている 12)。歯の発生過程では、歯胚の成長に伴って歯
原性上皮が産生する Parathyroid Hormone-related Protein (PTHrP)や Interleukin-6(IL-6）
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などのサイトカインが歯胚周囲に存在する間質線維芽細胞や骨芽細胞を刺激することで
RANKLを産生し、破骨細胞誘導により骨を吸収する機序が報告されており、歯胚の保護や萌
出に関与すると示唆されている 13, 14)。 
 歯胚に関連する細胞が発生母地となる歯原性腫瘍は歯原性上皮および歯原性外胚葉性間
葉から、またはその双方より生じ、エナメル上皮腫（Ameloblastoma）、角化嚢胞性歯原性
腫瘍（Keratocystic Odontogenic Tumor; KCOT）、そして歯牙腫など病理像だけでなく臨床
所見においても多彩である。特に、エナメル上皮腫や角化嚢胞性歯原性腫瘍は顎骨内の骨
吸収を伴いながら病変を増大させて顎骨の膨隆をきたす。これらの歯原性腫瘍が顎骨内で
増大する過程で、周囲の顎骨を吸収、破壊する必要があるが、そのメカニズムとしては腫
瘍増大による圧迫性の骨吸収が広く受け入れられているに過ぎない。しかしながら、初期
病変での骨吸収機序を圧迫性骨吸収で説明することは困難で、骨吸収に関わる分子機序の
研究が望まれる。近年、Okaらは KCOTの産生する Interleukin-1alpha (IL-1)が間質線維
芽細胞の RANKL 発現を促進することを報告し、顎骨腫瘍や嚢胞の顎骨内での増大や骨吸収
にも RANKL を介した機序が存在することが示唆されている 15) 。しかしながら、歯原性腫
瘍における、破骨細胞形成機序の詳細は未だに不明である。
Transforming growth factor-beta (TGF-)や IL-1は、サイトカインとして広く研究さ
れており、骨代謝の研究分野では主として破骨細胞研究においてこれらのサイトカインは
破骨細胞に直接作用して破骨細胞の分化や骨吸収機能を促進させる報告が多数報告されて
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いる 16, 17)。さらに、発達過程の歯胚において、歯嚢歯原性上皮から TGF-や IL-1 が産生
され、歯嚢線維芽細胞の RANKL発現を促進させる事が認められている 18-20) 。 
当教室では、新たな歯原性腫瘍が顎骨内で増大するメカニズム、骨破壊のメカニズムを
検討するために、発達過程の歯胚に由来する歯原性腫瘍も RANKL 発現を介した破骨細胞形
成機構を有し、骨吸収を促進させる作業仮説を立てた。これまでに TGF-, IL-1 が歯原
性腫瘍細胞に発現すること、病変内溶液に高濃度の TGF- を含有していること、 TGF-
と IL-1 が相乗的に間質線維芽細胞の RANKL 発現を誘導することを見出してきた。 
TGF-刺激は、細胞内の Smad2/3のリン酸化の後、Smad4とで構成される複合体の核内移
行により遺伝子発現を促進させる Smad 経路と、MAP キナーゼやプロテインキナーゼ Cを介
した非 Smad 経路で細胞内シグナルを伝達する 21)。一方、IL-1シグナルには MAPキナーゼ
経路と NF-Bを介した経路の 2つのシグナル伝達経路が知られている 22) 。そして、TGF- と 
IL-1 とのシグナルの相互作用は関節軟骨細胞の実験系 23) や創傷治癒の過程の実験系 24) 
など、炎症修復の分野で研究されているが、それらの実験系では IL-1 シグナルが TGF-
シグナルを抑制する機序が示されており、歯原性腫瘍間質細胞で見られた RANKL 発現誘導
の相乗作用は、興味深い知見である。 
一方、ヒト RANKL 遺伝子転写について、Kitazawa ら 25)、Roccisana ら 26) が、転写開始
点上流の 1.2 kbp のプロモーター領域の解析を報告しているが、詳細に解析した報告は少
なく、また TGF- シグナルによる転写調節機序の報告はない。 
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本研究では、顎骨腫瘍の間質線維芽細胞が RANKL 発現を介して骨吸収を支持するとの報
告に基づき、その分子機序を明らかとするために、TGF- 刺激による間質線維芽細胞の
RANKL発現に焦点を当て、TGF- と IL-1の相互作用と TGF- による RANKL 遺伝子の転写
調節機序についての検討を行った。その結果、間質線維芽細胞において TGF-は(1)IL-1
シグナルによるNF-B リン酸化を亢進させ、 RANKL 発現を促進させる作用, (2) ヒト
RANKL遺伝子転写活性を促進する、二つの機序を見出したので論証する。 
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                 実験材料と実験方法 
1. 実験試薬 
リコンビナントヒト TGF-R＆D Systems, Minneapolis, MN, USA)、リコンビナントヒ
ト IL-(PeproTech, London, UK)および Cycloheximide (Nacalai tesque、大阪)を本実験
に供した。 
2. 細胞培養 
大阪大学歯学部附属病院 口腔外科 1<制御系>で治療を行う患者に対し、検体・試料の研
究使用への供託について説明し、同意の得られた患者の歯原性腫瘍(KCOT,エナメル上皮腫
および歯嚢)より腫瘍組織片を採取した。ヒト骨肉腫由来骨芽細胞株 MG-63 細胞 (Resource 
No.RBRC-RCB1890) は独立行政法人理化学研究所より購入した。間質線維芽細胞および歯嚢
線維芽細胞は組織細片からの explant 法にて分離・培養した。すなわち、摘出手術または
試験切除された組織片を細切し、その組織片を培養皿上にて培養し、組織片から 
out-growth した細胞を継代し、形態的に純粋な線維芽細胞・歯嚢線維芽細胞を分離した。
間質線維芽細胞は 10%ウシ胎仔血清(FBS; HyClone, Logan, UT, USA)、2mM L-グルタミン、
抗生物質（100 Units/ml ペニシリン、100µg/ml ストレプトマイシン）を添加した Eagle’s 
Minimum Essential Medium alpha Modification(Sigma-Aldrich, St-Louis, 
MO,USA)を培養液として使用し 37℃、5% CO₂存在下で 100㎜細胞培養皿(Corning, NY, USA)
で培養した。また、 MG63 骨芽細胞は、10% FBS を含む Minimum Essential Medium (MEM; 
Gibco life technologies) を培養液として使用し 37℃、5% CO₂存在下で 100 ㎜ 細胞培養
6 
 
皿 (Corning) で培養した。継代培養には間質線維芽細胞には 0.05％ トリプシン、0.02% 
EDTA を含むリン酸緩衝液（PBS）(Sigma-Aldrich) を使用し 1：3 のスプリットレシオで、
MG63 細胞は 1：8 のスプリットレシオで継代した。実験には 4-9 継代の間質線維芽細胞
を使用した。 
3. 全 RNAの抽出および Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 
間質線維芽細胞を 6 穴培養プレート (Corning) に播種し、定期的に培養液交換を行い、
80％ 飽和状態まで増殖させ、0.3% BSAを含む無血清 培養液に交換し、さらに
時間培養した。ng/ml 濃度の IL-1あるいはng/mlの TGF-を含む培地で時間培養
した細胞から、全 RNA を TRIzol® Reagent (Invitrogen, Carlsbad,CA,USA) を用いて抽出
した。タンパク合成阻害実験では 100 µg/ml 濃度のシクロヘキシミドで 30 分間細胞を前
処理したあと、TGF-を添加して培養した。 
全 RNA の濃度は分光吸光度計 (GeneQuant 1300/100, GE ヘルスケア・ジャパン株式会社)
で測定した。全 RNA  0.8-1.5 µg を鋳型とし、ReverTra Ace® reverse transcriptase 
(Toyobo、大阪)、random hexamer primer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)、
RNase inhibitor (Promega, Madison, WI, USA) を用い、30℃ 10 分間の処理後、42℃ で
30 分間逆転写反応を行い、99℃ で 5 分間酵素失活させ、4℃ で 5 分間冷却し、cDNA を合
成した。 
 この cDNA を鋳型として TaKaRa Taq (TaKaRa)を用い、2720 Thermal Cycler (Applied 
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Biosystems) にて PCR 反応を行った。プライマーはヒト RANKL (センス；5’-ACC AAC GAG 
CTG AAG CAG AT-3’, ア ン チ セ ン ス ； 5’-TCC TTG ATG ATT CCC AGG AG-3’) 、
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) (センス；5’-CCA TCA CCA TCT TCC 
AGG AG-3’,アンチセンス：5’-GTT AGC AGG AGA CCA AAG ACA CTG CA-3’)を用いた。RANKL
の PCR 反応は 94℃ 9 分間の熱処理後、熱変性 94℃ 1分、アニーリング 57℃  1分のステ
ップを 30サイクル行い伸長反応 72℃ 10分行った。GAPDHの PCR反応はアニーリングを 59℃ 
1 分間とし、25サイクル行った。これらの PCR産物を 1.5%アガロースゲルにて電気泳動し、
エチジウムブロマイドにより可視化した。 
4. 全細胞タンパク質の抽出およびウェスタンブロッティング 
間質線維芽細胞を 60 ㎜ 細胞培養皿 （Corning） に播種し 80％ 飽和状態まで増殖させ、
0.3％ BSA を含む無血清 培養液に交換しさらに時間培養した。その後、ng/ml
の IL-1、あるいはng/ml の TGF-を含むBSA を含む無血清 培養液で培
養した。培養終了後、間質線維芽細胞をPBS にて洗浄後、プロテアーゼ阻害剤カクテル
(Sigma-Aldrich) およびフォスファターゼ阻害剤カクテル (Sigma-Aldrich) を含む細胞
溶解液 (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% 
SDS, pH7.4; RIPA lysis buffer, Santa Cruz, Biotechnology, CA, USA) で氷上に 20 分
間静置し細胞を溶解した。回収した細胞溶解液を 13,400 × g、20分間、4℃で遠心分離し
その上清を試料とした。試料のタンパク濃度を DC Protein Assay キット (BIO-RAD, 
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Hercules, CA, USA) を用いて測定した。試料に 5 × Laemmli sample buffer ( 250 mM 
Tris-HCl pH 6.8, 10% SDS, 50% グリセロール, 0.05% ブロフェノールブルー, 5% メル
カプトエタノール) を加え 94℃、5分間反応させた。25 µg の全細胞タンパク質を 10% SDS
ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行い、泳動終了後のゲルを Tawbin 緩衝液（25 mM 
Tris-HCl, 192 mM グリシン, 20% メタノール）とウェット式転写装置を用いて PVDF メン
ブレン（BIO-RAD）に転写した。転写したメンブレンを 0.05% Tween 20を含む PBS （T-PBS）
で洗浄後、イムノブロック（DS ファーマバイオメディカル、大阪）で 1 時間室温でブロッ
キングを行った。一次抗体としてマウス抗リン酸化特異的 p38 抗体 (Cell signaling, 
Beverly, MA, USA) (1:2000)、ウサギ抗リン酸化特異的 c-Jun抗体（Cell signaling）(1:1000)、
ウサギ抗リン酸化特異的 ERK1/2 抗体 (Upstate Biotechnology, Waltham, MA, USA) 抗体、
ウサギ抗リン酸化特異的 NF‐B抗体（Cell signaling）(1:1000)を T-PBSで希釈し 4℃ で 
16 時間反応を行った。反応終了後、T-PBS で 5 分間 × 3 回洗浄後、二次抗体として HRP 
標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体 (希釈 1:1000) あるいは HRP 標識ヤギ抗マウス IgG 抗体（希
釈 1:2500）を含む T-PBS 中で室温で 1時間反応させた。メンブレンを T-PBS で 5 分間 × 
3 回洗浄した後 Amersham™ ECL Plusキット (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) で発光反
応を行った。発光シグナルは KODAK Gel Logic 2200 イメージングシステム (Carestream, 
Rochenster, NY, USA) を用いて検出した。
5. 免疫組織化学染色法 
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大阪大学歯学部附属病院 口腔外科 1<制御系>で治療を行う患者に対し、検体・試料の研
究使用への供託について説明し、同意の得られた患者の KCOTおよびエナメル上皮腫の組織
を 10%ホルマリン緩衝液で固定し、パラフィン包埋にした。なお、脱灰を要する標本は 15% 
EDTA を含む 10%ホルマリン緩衝液で脱灰を行った。その後、厚さ 4 µm のパラフィン切片を
作製し、脱パラフィン処理した切片を免疫組織化学染色に用いた。0.01 Mクエン酸緩衝液 ｐ
H 6.0 で 10 分間 × 2 回のマイクロウェーブ処理で抗原賦活処理を行い、0.3% 過酸化水
素水溶液に 15 分間浸漬させ内因性ペルオキシダーゼ活性を阻害した。免疫組織化学染色
は Vectastain ABC キット (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) を用いて行っ
た。ブロッキングは 0.3% BSA を含む PBS に付属の正常血清を希釈し 30 分室温で処理し
た。一次抗体として抗 TGF-1, 2, 3 マウスモノクローナル中和抗体 (R&D Systems: Clone 
１D11) (希釈 1:10)、抗ヒト RANKL マウスモノクローナル抗体 (Sigma-Aldrich： Clone 
70525.11) (希釈 1:50)、ウサギ抗リン酸化特異的 Smad3 抗体 （Rockland, PA, USA） (希
釈 1:500) をブロッキング溶液で希釈し 4℃ で 16 時間反応させた。 PBS で 3 回洗浄後、
ブロッキング溶液に希釈した二次抗体を室温で 1時間反応させた。洗浄後、 ABC 試薬を 30
分間室温で反応させた後、 HISTOFINE-シンプルステイン DAB 溶液(ニチレイバイオサイエ
ンス,東京)で発色反応を行った。対比染色はメチルグリーン溶液（Wako、大阪）で行った。 
6. Prostaglandin E2 (PGE2) 濃度の測定 
24 穴培養プレート（Corning）に飽和状態に増殖した間質線維芽細胞を 0.3% BSA を含む
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無血清 -MEM 培養液で 2 回洗浄した後、0.3% BSA を含む無血清 -MEM 培養液で 12 時
間培養した。その後培養液を交換し試薬を含む 0.3% BSA を含む無血清 -MEM 培養液で 6 
時間培養した培養上清を回収し、13,400 × g、4℃、 10 分間の遠心分離を行った。更に
その上清を回収し、実験に使用するまで -80℃ で保存した。培養上清中の PGE2 濃度を 
PGE2 ELISA キット （Cayman Chemical Co.） を用いて、マニュアルに従い、マイクロプレ
ートリーダーで波長 420 ㎚ の吸光度を測定し定量した。実験結果は平均±標準偏差で表
記した。 
7. ルシフェラーゼレポーターアッセイ 
TGF-刺激による RANKL 転写解析を行うことを目的とし、 HEK293 細胞のゲノム DNA を
精製し、これを鋳型としてヒト RANKL 遺伝子転写開始点上流 2360 bp (Genebank Accesion 
No; NG_008990, Version: NG008990.1) をもとにプライマー (表１：S1-AS1) を設計し、
KOD-FX （TOYOBO） を用いて、PCR法（98℃ 10秒、進展反応 68℃ 2.5 分、40 サイクル）
にて増幅した。増幅後、全配列をシークエンスした。pCR®4-TOPO® Vector (TOPO TA Cloning® 
Kit For Sequencing; Invitorogen) にクローニングした後、制限酵素 EcoRI にて切断し
た 2360 bp DNA を pGL3-Basic Vector (Promega) にサブクローニングし、レポーターコ
ンストラクトを構築した。また、制限酵素（EcoRV, SpeⅠ, ApaⅠ）にて切断したそれぞれ、
転写開始点より上流 1254 bp, 1066 bp, 176 bp の配列を同様に pGL3-Basic Vector にて
サブクローニングした。さらに、転写開始点より上流 762 bp, 583 bp, 369 bpの配列をそ
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れぞれ表 1に示す（S2-AS1）、（S3-AS1）、（S4-AS1）のプライマーセットで DNA 断片を PCR 
増幅し、レポーターコンストラクトを構築した。AP-1 配列を欠失したヒト RANKL プロモ
ーター配列ルシフェラーゼコンストラクトは、転写開始点より上流 -176 bp のルシフェラ
ーゼコンストラクトを鋳型とし、PCR 法にてプライマー（S5-AS1）にてルシフェラーゼコ
ンストラクトを作製した。AP-1 配列の変異型ヒト RANKL プロモーター配列ルシフェラー
ゼコンストラクトは、-176 bp のルシフェラーゼコンストラクトを鋳型とし、KOD-plus 
Mutagenesis Kit (TOYOBO) を用いて作製した。すなわち、 -152 bp の AP-1 配列のコン
センサス配列 TGAC を GTAC へと変異を加えたプライマー（S6-AS2）を用いて、PCR 反応
（98℃ 10 秒、59℃ 30 秒、6 サイクル）を行い、制限酵素 DpnⅠ で分解処理した。この
反応液を T4 Polynucleotide Kinase を用いて、16℃, 1 時間反応させ、大腸菌にトラン
スフォーメーションを行った。陽性コロニーを採取し、プラスミド DNA を精製した。すべ
てのレポーターコンストラクトは DNA シークエンスにて配列を確認した。 
間質線維芽細胞および骨芽細胞を 12 穴細胞培養皿（Corning）に 70％ 飽和状態で播種
し、翌日、OPTI－MEM 培地（gibco）にて 1時間培養後、Lipofectamine® LTX&Plus Reagent 
(Invitrogen) を用いて上記のルシフェラーゼコンストラクトにて遺伝子導入した。 6 時
間培養後、通常の増殖培地に交換して 34-39 時間培養した。その後、 TGF-存在下でさ
らに 6時間培養した。その細胞溶解液を試料とし Dual-Luciferase® Reporter Assay System 
(Promega) を用いて、ホタルルシフェラーゼ活性およびウミシイタケルシフェラーゼ活性
12 
 
をルミノメーター（Berthold Technologies, Tamil, Nadu, India）を用いて測定した。 
 遺伝子導入の内部コントロールとしてウミシイタケルシフェラーゼベクター phRL-TK 
Vector (Promega) をレポーターコンストラクトと共導入し、実験の標準化のための対照と
した。 
8. プロモーター配列の転写因子結合部位解析（配列モチーフ解析） 
ヒト RANKL 遺伝子転写開始点上流での転写因子結合部位の配列モチーフ解析には
TFSEARCH  27) を用いた。 
9. ゲルシフトアッセイ 
ヒト RANKL プロモーター配列上流の -152 bp に存在する AP-1 結合配列を中心とした
35 mer 二本鎖 DNA（5'-agg agg ccc ttc agt gac aga gat tga gag aga gg-3'）をビオ
チンラベルし、 TGF- で 30 分間刺激した間質線維芽細胞の核タンパクとの結合を
Electrophoresis mobility shift assay 法（LightShift ® Chemiluminescent EMSA Kit; 
Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA）を用いて検討した。 
DNAプローブの作製は 3‘末端ビオチン化キット Biotin 3’End DNA Labeling Kit（Pierce 
Biotechnology）を用い、核タンパクの抽出は  NE－ PER™ Nuclear and Cytoplasmic 
Extraction Reagents (Thermo scientific, Rockford, IL, USA) を使用した。 
4 µg の核タンパク質とプローブ DNA をマニュアルに従い反応させた。結合の競合には 200
倍濃度の非標識 DNA を使用した。10％ アクリルアミドゲルに電気泳動し、ナイロンメン
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ブレン（Pierce）に転写し、UV クロスリンカー（フナコシ）にてクロスリンクさせ、メン
ブレン上のビオチン化プロ―ブと核内のタンパクの結合を Chemiluminescent Nucleic 
Acid Detection Module （Pierce Biotechnology） を用いて検出した。発光シグナルは KODAK 
Gel Logic 2200イメージングシステム (Carestream, Rochenster, NY, USA) を用いて検出
した。 
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結果 
1. KCOT およびエナメル上皮腫組織における TGF-,RANKL，およびリン酸化Smad3 の染色
性 
著明に骨破壊をきたす代表的な顎骨歯原性腫瘍としてエナメル上皮腫組織での TGF-
と RANKL 発現を免疫組織化学染色で検討した。TGF-は叢状型エナメル上皮腫（図１ A）、
濾胞型エナメル上皮腫（図１ B）の高円柱上皮、血管内皮細胞に陽性で、間質線維芽細胞
にも一部陽性であった。KCOT（図 1 C）では TGF-は嚢胞裏装上皮に陽性で間質線維芽細
胞にも弱陽性を示した。RANKL の染色性はエナメル上皮腫の高円柱上皮細胞や間質線維芽
細胞に陽性を示した（図１ D，E）。病変内の骨組織の骨細胞、骨芽細胞は RANKL陽性であ
るが、周囲の間質線維芽細胞も同様に陽性を示し、骨吸収部周辺でより高い RANKL の染
色性が認められた（図 1 D）。また、エナメル上皮腫と同様に KCOT の基底細胞側の腫瘍上
皮細胞も RANKL 陽性であった（図 1 F）。 
エナメル上皮腫、KCOT ともに腫瘍細胞のみならず、間質線維芽細胞の核内にもリン酸化 
Smad3 は陽性で間質線維芽細胞において TGF-シグナルが活性化されていることが示され
た（図 1 G, H）。 
２．IL-1と TGF-の相互作用 
腫瘍間質で産生される RANKL が顎骨内の破骨細胞前駆細胞を活性化して、骨吸収を惹起
するとの仮定をしていることから、歯原性腫瘍の間質線維芽細胞での RANKL 発現の検討を
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行った。まず、当教室 山田らの研究等で示された、IL-1および TGF-の RANKL 発現に
対する効果と、それらの細胞内シグナル伝達について検討を行った。 
IL-1は、 KCOT 間質線維芽細胞の COX2 タンパクの発現を増加させ（図 2 A）、強力な RANKL 
誘導因子である PGE2
 15, 28, 29) 濃度を増加させた（図 2 B）。また、IL-1により RANKL の
遺伝子発現増加も RT-PCR で示された。さらに、 IL-1と TGF-の存在下で培養すると、 
COX2 タンパクおよび PGE2 合成がさらに相乗的に促進され（図 2 A, B）、 RANKL発現も増
強された（図 2 C）。当教室山田らの研究において、IL-1によるRANKL 発現は COX2 選択
的阻害剤で抑制されたことから、IL-1は、COX2 タンパク、その後の PGE2 合成を介し 
RANKL 発現誘導する機序が示唆された。さらに IL-1とTGF-の相互作用は相乗的であり、
TGF-がIL-1の作用を増強していることが示唆された。 
３．IL-1シグナルへの TGF-の及ぼす効果 
IL-1が受容体に結合し COX2 の転写促進や PGE2 合成を促進させる機序には、主とし
て MAP キナーゼ経路 30) と NF-B を介した経路の 2通りが報告されている 15, 28, 31)。TGF-
が IL-1による RANKL 発現を増強させる機序を明らかにするために、MAP キナーゼ経路の
リン酸化と NF-B のリン酸化を指標に IL-1と TGF-のシグナル伝達でのクロストーク
を検討した。 
IL-1は刺激後 15, 30 分で p38 のリン酸化亢進をみとめ、 Jun-N-terminal kinase 
(JNK) の下流に存在する c-Jun のリン酸亢進は刺激後 15分および 30分で確認できた（図
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3）。しかし、 IL-1と TGF-で共刺激しても IL-1単独刺激による ｐ38 および c-Jun 
のリン酸化を増強させなかった。また、同時刺激による Extracellular signal-regulated 
kinase 1/2 (ERK1/2) のリン酸化亢進も観察されなかった。 
次いで、 KCOT 間質線維芽細胞における NF-B 経路について検討したところ、 TGF-は
NF-B をリン酸化しなかったが、IL-1と TGF-の共刺激後 30 分では、IL-1単独刺激
よりも強い NF-B のリン酸化のバンドを認め、TGF-が IL-1によるNF-B のリン酸化
を増強させる機序が存在することが示唆された（図 4）。 
４．間質線維芽細胞の RANKL発現に対する TGF-の直接作用 
TGF-は、IL-1との相互作用のみならず、単独でも RANKL 発現を誘導した（図C）。
この作用機序を検討するため、間質線維芽細胞をシクロヘキシミド処理し、タンパク質合
成を阻害した状態で RANKL 発現に対する TGF-の効果を検討した。その結果、シクロヘキ
シミドで前処理しても、 TGF- は RANKL 遺伝子発現を亢進させた（図 5 ）。すなわち、 
TGF-シグナルは新たなタンパク合成を介さず、直接RANKL 発現を調整しうる可能性が示
された。 
５．歯原性腫瘍由来の間質線維芽細胞における TGF-刺激によるRANKL 発現 
IL-1 あるいは TGF- 刺激は、KCOT 由来、エナメル上皮腫由来の間質線維芽細胞の 
RANKL 発現を誘導した。しかし一方で、 TGF- はヒト骨肉腫由来の骨芽細胞株 MG63 細胞
の RANKL 発現を誘導しなかった。（図 6） 
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６．TGF-によるRANKL 遺伝子転写調節機構 
TGF-によるRANKL 転写調節機構についてルシフェラーゼレポーターアッセイを用いた
検討を行った。 
ヒト RANKL 遺伝子のプロモーター領域としては、Kitazawaら、Roccisanaらが報告した 
25, 26) 転写開始点上流 1200 bp を拡大し 2300 bp をクローニングして、図 7 のごとくプロ
モーター配列を切断あるいは新たに PCR クローニングして様々な長さのプロモーター配
列を構築した。 
骨芽細胞株 MG63 細胞、歯嚢線維芽細胞、KCOT 線維芽細胞、エナメル上皮腫間質線維芽細
胞に図 7 に示す長さのプロモーター配列を含むコンストラクトをトランスフェクション
させた結果、 MG63 細胞では転写開始点より上流 -1254 bp より短いプロモーター配列で
高いルシフェラーゼ活性を示し、構築したコンストラクトはプロモーター配列として機能
していることが示された。(図 8) 
一方、歯嚢、 KCOT 、エナメル上皮腫由来のそれぞれの間質線維芽細胞では、最も短い
-176 bp のプロモーターのみが高いルシフェラーゼ活性を示した(図 8)。骨芽細胞株 MG63 
細胞と歯原性の線維芽細胞では、ヒト RANKL 遺伝子転写調整が異なる可能性も示唆された。 
次に MG63 細胞、間質線維芽細胞ともにルシフェラーゼ活性の差が観察された -1066 bp と 
-176 bp 間に注目し、 TGF-刺激によりルシフェラーゼ活性の変化を検討した。 
図 9 に示すごとく、 MG63 細胞では TGF- により -176 bp のコンストラクトにおいて有
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意にルシフェラーゼ活性の抑制を認め、ほかの -1066 bp, -762 bp, -583 bp, -369 bp の
コンストラクトではルシフェラーゼ活性に有意な変化を認めなかった。これに対して、エ
ナメル上皮腫間質線維芽細胞では、 TGF- により -583 bp と -176 bp のコンストラクト
においてルシフェラーゼ活性の亢進が認められたが、そのほかのコンストラクトでは有意
な変化を認めなかった。そこで、 MG63 細胞にてルシフェラーゼ活性の抑制を、エナメル
上皮腫間質線維芽細胞にてルシフェラーゼ活性の促進を認めた -176 bp に着目した。 
RANKL 転写開始点から上流 -176 bp までの転写因子結合部位予測を行った結果、TATA 
Box上流に CCAAT BOX 遺伝子転写促進配列を、またその上流に AP-1 や GATA-3, p300 など
の転写因子結合部位が見出された（図 10 ）。そのうち、AP-1 領域に着目し、開始点より
上流 152 bp 上流の部位で AP-１ 結合領域が同定された。 
そのうち、 AP-1 領域に着目し、 AP-1 配列の変異・欠失のコンストラクトを新たに構
築し、エナメル上皮腫間質線維芽細胞を用いてレポーターアッセイを行った。その結果、
図 11 に示すごとく、TGF-刺激により、AP-１領域を含む領域ではルシフェラーゼ活性が
促進されたのに対し、変異・欠失を行ったコンストラクトでは TGF-の効果は消失し、エ
ナメル上皮腫間質線維芽細胞において、ルシフェラーゼ活性の亢進作用は消失した。よっ
て TGF-はAP-1 配列を介し、ヒト RANKL 遺伝子の転写を促進する可能性が示唆された。
エナメル上皮腫間質線維芽細胞の核タンパクの AP-1 配列への結合は、 AP-1 領域を含む 
30 bp の配列をプローブとしたゲルシフトアッセイで解析した。 
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図 12 に示すように、ビークル処理の核タンパクは、 AP-1 ビオチン化プローブと結合し
なかったが、 TGF-刺激後 30 分の核タンパクは AP-1 プローブに結合し、上方にシフト
したバンドが観察され、そのバンドはビオチンラベルされていない DNA との競合にて消失
した。 
つまり、 TGF-刺激によって生じた核内タンパク複合体が RANKL 上流-152 bp の AP-1 領
域に結合することが確認された。 
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考察 
近年の研究からすべての骨吸収疾患に RANKL の関与が示唆されている 9) が、顎骨に発生
する歯原性腫瘍・嚢胞に関しては嚢胞裏装上皮細胞の増殖 32, 33) と嚢胞内溶液による圧迫的
吸収 34) が広く受け入れられているに過ぎない。当教室では、歯原性腫瘍が産生するサイト
カインも発達過程の歯胚と同様に RANKL を介した破骨細胞の形成を促進させ、骨吸収や骨
破壊をきたし腫瘍や嚢胞の増大のメカニズムの一つとなると考え、これまでに、角化嚢胞
性歯原性腫瘍 KCOT やエナメル上皮腫が IL-１ や TGF-を産生し含有することを明らか
にしてきた。そして、 IL-１ や TGF-はそれぞれ KCOT 間質線維芽細胞の RANKL 発現を
上昇させ、興味深いことにその相互作用は相乗的であった。 
 関節軟骨の修復などの実験系において、IL-1 などの炎症性サイトカインシグナルと
TGF-シグナルのクロストークが報告されており、IL-1 シグナルは TGF-シグナルを減
弱させること、 TGF-シグナルがIL-1 シグナルを抑制すること 35) 、IL-1 シグナル
は TGF-Ⅱ型受容体の分解をきたすこと 36) 、抑制型 Smadである Smad7 の発現を促進させ 
TGF-シグナルを抑制すること 23, 24, 37) 、など複雑な負の相互作用が報告されている。一方
で、TGF-下流の TGF-activating kinase 1 (TAK1) を介した炎症性サイトカインシグナ
ルによる NF-B の活性化 38) も報告されており、促進する相互作用と負のフィードバック
作用等複雑な相互作用が考えられている。しかし、骨吸収に焦点を当てた骨芽細胞や、間
質線維芽細胞でのクロストークは報告されていない。
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間質線維芽細胞で見られた TGF-と IL-1の RANKL 発現に対する相乗的相互作用は 
TGF- が IL-1 シグナルの NF-B 経路を増強させるものであり、その結果として RANKL 
遺伝子発現が増強されたと考えている。より詳細な分子機序の解明に、この NF-B リン酸
化を亢進させる更なる詳細な機序、つまり Smad 経路、 TAK1 経路を含めた検討が今後必
要と考えられた。 当教室山田らの研究において、IL-1 と TGF- の RANKL 発現に対する
相乗効果は培養 6 時間から 24 時間で観察され、その後徐々に減弱した。この現象が上述
した負のフィードバックを含んでいる可能性も考えられるが、顎骨病変での両因子の生理
的意義、病的意義をふまえての検討、考察が必要である。 
免疫組織化学染色において TGF-はエナメル上皮腫腫瘍細胞と KCOT の腫瘍裏装上皮
細胞に陽性で、それぞれの、間質の血管内皮細胞や間質線維芽細胞の一部に陽性であった。
当教室山田らの研究では、KCOT 内容液には非常に高濃度、平均 7.8 ng/ml (n=9) の TGF- 
を含有していた。この高濃度の TGF- の由来としては、嚢胞上皮細胞、間質組織、骨吸収
に伴う骨からの放出、が考えられるが、歯原性上皮細胞を含め組織全体として TGF- が病
変内に作用しているものと考えられた。リン酸化 Smad の核内局在は TGF-シグナルが活
性化されていることを意味する。実際、リン酸化特異的 Smad3 は TGF- 陽性部位である
歯原性上皮細胞の核内に最も染色性が強く、周囲の間質線維芽細胞にも陽性で、上皮由来
の TGF-は腫瘍上皮細胞自身に対する作用と近傍の間質線維芽細胞への作用を有する可
能性が示唆された。RANKL の染色は予想に反し、腫瘍上皮細胞、間質線維芽細胞、間質浸
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潤リンパ球に陽性であった。過去の報告においてエナメル上皮腫 39, 40) 、扁平上皮癌 5, 41) そ
して前立腺癌細胞 42) において同様に上皮細胞での染色性の報告があり、腫瘍細胞が直接 
RANKL を発現、提示し、破骨細胞形成を支持する可能性も考えられている。しかし、顎骨
腫瘍上皮細胞が直接骨面に接触している組織像は観察されず、必ず間質線維芽細胞が介在
している。図 1 D に示すように、切片内の陽性コントロールとなる骨芽細胞、骨細胞の細
胞質に RANKL は陽性で、それと同等に間質線維芽細胞も陽性を示した。特に、骨吸収窩近
傍の間質線維芽細胞の染色性は強く、間質線維芽細胞が破骨細胞形成を支持しうることが
強く示唆された。腫瘍上皮細胞に染色される RANKL の作用は不明であるが、病変組織全体
として組織内 RANKL 濃度を高めることには寄与しているものと推察された。 
TGF-は、CHX 処理した間質線維芽細胞の RANKL 発現を亢進したことから、新たなタン
パク質合成を介せずに RANKL 遺伝子発現を促進しうる可能性を意味している。一方、 
TGF-は骨芽細胞のRANKL 発現を抑制させるという報告 43) が多く、本研究で示した間質線
維芽細胞の RANKL 発現を促進することとは相反する現象である。他の細胞腫では、 TGF-
が骨髄由来血管内皮細胞や前立腺癌細胞のRANKL 発現を促進するとの報告 44) もあり、細
胞種により RANKL 遺伝子の発現調整が異なっている可能性を考えた。そこで、TGF-刺激
による RANKL 転写調節機構についてルシフェラーゼレポーターアッセイを用いた検討を
行った。 
ヒト RANKL 遺伝子のプロモーターの解析の報告は少なく、転写開始点より上流 -1.2  
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kbp の解析がはじめに報告された 25, 26) 。一方、マウス RANKL 遺伝子プロモーター領域で
は、転写開始点上流、約 70 kbp 以上にも転写調節領域が存在する可能性も報告されてい
る 45) 。しかし、この後者の解析はいまだ確立されておらず、ヒト RANKL 遺伝子での報告
もない。一方、転写開始点より上流 1.2 kbp 以内には VDR, Cbfa1, AP-1 などのエレメン
トが存在し、増殖因子やサイトカイン、ホルモンにより転写調節されうる可能性を考慮し、
本研究ではこの領域を含む 2360 bp のゲノム DNA をクローニングして間質線維芽細胞で
の転写活性を解析するに至った。今回クローニングしたプロモーター配列のうち、転写開
始点より上流 -1254 bp より短いプロモーター配列は MG63 細胞において、高いルシフェ
ラーゼ活性を有し、構築したコンストラクトはプロモーター配列として機能することが示
された。 
興味深いことに、骨芽細胞（MG63 細胞）と異なり歯原性間質線維芽細胞においては、転
写活性が -176 bp の配列でのみで高かった。この -176 bp には図 10 に示すように、 
TATA-Box や CCAAT-Box などの転写開始に必須な基本転写因子の結合部位が存在し、ほか
にも p300, GATA-3, AP-1 など骨芽細胞に重要なエレメント配列が含まれていた。間質線
維芽細胞において、ルシフェラーゼ活性変化を見たところ、この -176 bp プロモーター配
列で TGF-刺激によるルシフェラーゼ転写活性は上昇した。
TGF-シグナルはSmad 経路と非 Smad 経路に分類され、 Smad 経路は、 Smad エレメント
配列を介して DNA に結合する場合、他の転写因子のコファクターとして転写因子複合体形
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成の架橋として作用する場合、がある 46) 。非 Smad 経路においては、 MAP キナーゼ、プ
ロテインキナーゼ C 、などのシグナルの下流で、さまざまな転写因子が活性化されること
が知られている 47, 48) 。少なくとも、 RANKL 遺伝子上流 2.3 kbp には Smad エレメント配
列は存在せず、 Smad が Co-Factor として作用する可能性、もしくは非 Smad 経路による
転写因子活性化を可能性として考えた。 
エレメント解析の結果から、Smad 経路、非 Smad 経路に共通する AP-1 領域にまず着目
し、その変異・欠失コンストラクトを用いてレポーターアッセイを行ったところ、 AP-1 の
関与が示される結果となった。さらに、EMSA（ゲルシフトアッセイ）にて TGF- 刺激によ
り AP-1 配列に結合する核内タンパクの存在が示された。今回の AP-1 の関与が、 Smad  
経路を介しているのか、非 Smad  経路を介しているのか未だ明らかにできていない。今後
は EMSA でのスーパーシフトアッセイや免疫沈降等の手法を用いて  AP-1  に結合するタ
ンパク複合体の解析をすることにより、さらなる転写調節機序を明らかに出来ると考えて
いる。それにより、顎骨病変に限らず、骨吸収に関連する病態理解が深まることが期待さ
れる。 
 本研究で見いだされた実験結果から、１）IL-1 および TGF- はそれぞれ歯原性腫瘍間
質線維芽細胞の RANKL 発現を促進させ、TGF- は IL-1 による NF-B 活性化、COX2 産
生、PGE2 合成を介して RANKL 発現を促進する間接的作用と、２） RANKL 転写開始点上流
の AP-1 結合領域を介して転写活性を促進する直接的作用、の２つの作用機序によって 
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RANKL 発現を促進させることが示された。そして、 RANKL を発現する間質線維芽細胞が歯
原性腫瘍による骨吸収・骨破壊に寄与する可能性が示唆された。 
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脚注 
大阪大学大学院歯学研究科統合機能口腔科学専攻顎口腔病因病態制御学講座（口腔外科第
一教室） 
本論文の要旨の一部は、第 58 回（社）日本口腔外科学会総会・学術大会（2013 年、福岡）
にて発表した。 
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図 1 エナメル上皮腫（A, B, D, E, G）、KCOT （C, F, H）における TGF-β, RANKL, p-
Smad3 の免疫染色
バーは 100 µｍを示す。写真 D の矢印は病変内の顎骨の吸収窩を示す。叢状型エ
ナメル上皮腫 （A）、濾胞型エナメル上皮腫 （B） ともに高円柱上皮、血管内皮細胞に
TGF-β陽性で間質線維芽細胞にも一部陽性であった。KCOT（C）では嚢胞裏装上皮、
浸潤リンパ球に陽性で間質にも弱陽性を示した。RANKL はエナメル上皮腫細胞や
間質線維芽細胞、浸潤リンパ球に陽性を示した（D, E）。標本内の骨の骨細胞、骨芽
細胞は RANKL 陽性であるが、周囲の間質線維芽細胞も同様に陽性であった（D）。
エナメル上皮腫、KCOT ともに腫瘍上皮細胞のみならず、間質線維芽細胞の核内に
もリン酸化 Smad3 は陽性で間質線維芽細胞において TGF-β シグナルが活性化さ
れていることが示された（G, H）。
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図 2 TGF-βと IL-1αの相互作用
IL-1α, TGF-β あるいはその両因子存在下にて6時間培養した KCOT 間質線維芽細
胞の A) COX2 発現をウェスタンブロット法にて、B) 培養液中の PGE
2
濃度を ELISA 
法にて、C) RANKL 発現を RT-PCR 法にて、検討した。
TGF-βは COX2 の発現、PGE
2
合成に影響しなかったが、IL-1αは、COX2 の発現、
PGE
2
合成を促進させた。そして、TGF-β存在下では COX2 発現、PGE
2
合成は相
乗的に促進された。
IL-1αや TGF-β刺激により RANKL 発現は促進されたが、その両因子の刺激により
RANKL 発現はさらに促進された。
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図 3 KCOT間質線維芽細胞におけるMAP キナーゼ経路を介した IL-1シグナ
ル伝達への TGF-βの影響
IL-1α, TGF-β あるいはその両因子にて、KCOT 間質線維芽細胞を示された時
間刺激し、回収した全細胞のタンパク質を用いてMAP キナーゼ経路の活性
化をウェスタンブロットにて検討した。IL-1αは刺激後 15 分で p38 のリン酸化、
c-Jun のリン酸化の促進を認めた。しかしながら、IL-1α と TGF-β の同時刺激で
も、IL-1α単独刺激に比べ、更なるリン酸化の増強を認めなかった。
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図 4 TGF-βの KCOT 間質線維芽細胞における Nuclear factor-κB (NF-
κB) リン酸化を介した IL-1αシグナルへの影響
IL-1α、TGF-βあるいはその両因子にて、KCOT 間質線維芽細胞を 30 分
間刺激し、回収した全細胞のタンパク質を用いて NF-κBの活性化をリ
ン酸化特異的抗体を用いてウェスタンブロット法で検討した。 TGF-β刺
激で NF-κB のリン酸化バンドは見られなかったが、 IL-1αと TGF-βの
同時刺激では IL-1α単独刺激よりも強い NF-κB のリン酸化のバンドを
認めた。
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図 5 TGF-β刺激による間質線維芽細胞における RANKL 発現
100 µg/mlシクロヘキシミド (CHX) にて 30 分間細胞を処理してタンパク
合成を阻害後、 TGF-β存在下で 6 時間培養した細胞の RANKL 発現を
RT-PCR 法にて検討した。シクロヘキシミドにて前処理を行っても RANKL 
遺伝子発現の亢進を認めた。
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図 6 TGF-βは歯原性腫瘍由来の間質線維芽細胞のRANKL 発現を誘
導する
図に示す歯原性腫瘍間質線維芽細胞において、 IL-1α, TGF-βは RANKL 
発現を誘導した。一方、 TGF-β はヒト骨肉腫由来の骨芽細胞株MG63 
細胞の RANKL 発現を誘導しなかった。
エナメル上皮腫
図 7 ヒト RANKL プロモーター配列のルシフェラーゼレポーターコンストラクトの
作製
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図 8 骨芽細胞・歯嚢・歯原性腫瘍間質細胞における RANKL プロモーター配列の
ルシフェラーゼ活性
縦軸はMock pGL3 basic ベクターを基準とした各コンストラクトのルシフェラーゼ活
性の相対値を示す。
その結果、MG63 は転写開始点より上流 -1254 bpより短いプロモーター配列で高
いルシフェラーゼ活性を示した。歯嚢、KCOT、エナメル上皮腫の間質線維芽細胞
においては、最も短い - 176 bpのプロモーターでのみ高いルシフェラーゼ活性を示
した。
図 9 各種ヒト RANKL プロモーター配列での TGF-βによる活性の変化
縦軸は、対照に対する TGF-β 刺激のレポーター活性の比を示す。レポーター活
性にはホタルルシフェラーゼ (Firefly) / ウミシイタケルシフェラーゼ (Renilla) のル
シフェラーゼ活性値の比を用いた。MG63 では -176 bpにおいて有意に活性の
抑制を認めたが、エナメル上皮腫間質線維芽細胞では -583 bp, -176 bpにおい
て有意に活性の亢進が認められた。
図 10：ヒト RANKL 遺伝子上流のモチーフ検索
図 11 AP-1 配列の変異・欠失の TGF-β刺激によるルシフェラーゼ活性への
影響
AP-1 配列のコンセンサス領域の２つのヌクレオチドに変異を加えた AP1∆、
および AP-1 配列を欠失させた AP1 -のコンストラクトを作製し、エナメル上
皮腫間質線維芽細胞を用いてレポーターアッセイを行った。図の縦軸は、ウ
ミシイタケルシフェラーゼ活性（Renilla） に対するホタルルシフェラーゼ活性
（Firefly）の値を示す。TGF-β刺激により、 AP-1 領域を含むコンストラクト
(AP1 +; -176 bp) では活性が促進されたのに対し、AP1∆, AP1 -ではレポー
ター活性の亢進作用は消失した。
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図 12 EMSA （ゲルシフトアッセイ）によるヒト RANKL 遺伝子上流の AP-1 領域
への核内タンパク質の結合
ヒト RANKL プロモーター配列上流の -152 bpに存在する AP-1 結合配列を中
心とした 35 mer 二本鎖 DNA をビオチンラベルし、 TGF-βで 30 分間刺激した
間質線維芽細胞の核タンパクとの結合を EMSA にて検討した。4 µg の核タン
パク質とプローブ DNA をマニュアルに従い反応させた。結合の競合には 200 
倍濃度の非標識 DNA を反応させた。ビークル処理の核タンパクは、 AP-1 ビオ
チン化プローブと結合しなかったが、 TGF-β刺激後 30 分の核タンパクは AP-1 
プローブに結合し上方にシフトしたバンドが観察され、そのバンドはビオチンラ
ベルされていない DNA との競合にて消失した。
probe
shift
probe + + +
competitor +- -
Vehicle TGF-β
Nuclear 
Extracts
図 13 歯原性腫瘍由来のサイトカイン（IL-1α、TGF-β）による間質線維芽細
胞での RANKL 発現
歯原性腫瘍間質線維芽細胞において IL-1α および TGF-β はそれぞれ
RANKL 発現を促進させ、TGF-β 刺激は IL-1α による NF-κB 活性化を増
強し、COX2 産生、PGE
2
合成を促進する間接作用と、 RANKL 転写開始点
上流の AP-1 結合領域を介した直接作用 の２つによって RANKL 発現を促
進させることが示され、歯原性腫瘍による骨吸収機序への寄与が示唆された。
歯原性腫瘍間質線維芽細胞
RANKL
IL-1α COX-2
PGE2
TGF-β
TNFSF11
(RANKL)
NFκB
AP-1
S1；5’-ACC TGT GAA ACA GCA GCA GGT AG-3’,
S2；5’-GCC CTA GCA AGG TTT CTT TAG CA-3’
S3；5’-GGC TCT CTA CTG CCA CAT TCA AG-3’
S4；5’-CTC CAG GAT GTG AAG TCC CTT CT-3’
S5；5’-AGA GAG AGG GAG GGC GAA AGG AA-3’
S6；5’-GTA CAG AGA TTG AGA GAG AGG GA-3’
AS1；5’-CCA CGC AGG TAC TTG GTG TAG TC-3’
AS2；5’-CTG AAG GGC CTC CTT CAT G-3’
表 1 RANKL 遺伝子プロモーター領域のクローニング、プロモー
ターコンストラクトの作製に使用したプライマー
